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摘要 : 采用 RT-PCR 方法 从 家 和 焉 Bombyx mori 新 疆 品 种 新 蛋 三 号 组 织 中 扩 增 天 和 蛋 素 cDNA 片段 ,回收 并 克隆 至 pMD18-T 载体 ， 
进行 序列 分 析 。 基 因 序 列 分 析 结 果 与 已 发 表 的 天 牌 素 B 的 序列 同 源 性 为 08 多 ,表明 所 克隆 的 新 疆 家 有 蛋 天 和 蛋 素 cDNA 为 独特 的 
cDNA 片段。 将 天 答 素 基因 与 pGEX-4T-1 融合 表达 载体 中 的 谷 胱 甘 肽 转移 酶 基因 融合 ,在 大 肠 杆 菌 中 表达 ， 结 果 表 明 经 IPTG 
诱导 30 min 后 , pGEX-4T-1T7 天 和 址 素 转化 后 的 大 肠 杆菌 生长 明显 受到 抑制 ; 当 诱 导 210 min 后 ,大 肠 杆菌 数量 又 开始 增加 ,逐渐 恢 
复 至 正常 水 平 。 说 明天 条 素 与 谷 脱 甘 肽 转移 酶 基因 融合 表达 后 ,在 IPTG 存在 的 短 时 间 内 仍然 对 原核 细胞 有 较 强 的 抗菌 抑 杀 
作用 。 
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Prokaryotic expression of cecropin gene isolated from the silkworm Bompbyx mori 














Xinjiang race and antibacterial activity of fusion cecropin 

LI Jin-Yao, ZHANG Fu-Chun’, MA Zheng-Hail Key Laboratory of Molecular Biology, College of Life Science and 
Technology, Xinjiang University, Xinjiang Key Laboratory of Biological Resources and Cenetic Engineering, Urumaqi 
830046，Chinay) 

Abstract: In order to clone the cecropin gene from the silkworm Bombyx moriC Xinjiang race) into a T-vector, designed 
primer was used to amplify 350 bp cecropin cDNA fragment with RT-PCR. Cecropin sequence analysis indicates that the 
special cecropin fragment of the silkworm Xinjiang race contains entire coding region with 98% identity compared with 
other reported Bombyx mori cecropin B. The cecropin gene was cloned into expression plasmid pGEX-4T-1 and expressed 
as fusion protein in Escherichia coli BL21. The results showed that the growth of E.coli contained pGEX-4T-1/cecropin 
was restrained 30 minutes after adding IPTG and the amount of E. coli began to recover 210 minutes after IPTG 
induction. This result reveals that the fusion protein has antibacterial activity. 
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昆虫 抗菌 肽 是 由 细胞 中 核糖 体 合成 的 一 类 碱 性 
多 肽 , 它 具 有 分 子 量 小 、 热 稳定 性 和 水 溶性 好 、 不 易 
被 酶 水 解 ,无 免疫 原 性 等 特点 ( 赵 东 红 等 ,1999), 具 
有 广 谱 抗菌 活性 和 抑 杀 耐 药 菌株 等 优点 ,对 真菌 、 原 
忠 、 肿 瘤 细胞 及 病毒 亦 有 抑 杀 作用 ( Jaynes et al., 
1988; 胡 云 龙 等 , 1999)。 抗 菌 肽 对 真 核 细 胞 几乎 没 
有 作用 , 仪 作用 于 原核 细胞 及 发 生病 变 的 真 核 细胞 
《 吴 代 飞 等 ,1999), 抗菌 肽 独特 的 作用 机 制 , 使 其 有 
望 成 为 新 一 代 的 抗菌 、 抗 病毒 、. 抗 瘤 药 物 。 上 自从 
Boman 等 (1972) 从 异 古 比 天 得 Hyalophra cecropia 师 
中 分 离 获 得 天 得 素 Ccecropin) 以 来 ， 目前 已 发 现 的 昆 
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虫 抗菌 肽 有 100 多 种 , 天 盘 素 是 最 早 发 现 的 抗菌 肽 ， 
也 是 目前 已 知 天 然 抗 菌 肽 中 活性 较 强 的 一 种 。 天 盘 
素 抗菌 机 制 独特 , 其 分 子 带 正 电荷 ,在 静电 作用 下 与 
带 负 电荷 的 细菌 细胞 表面 结合 , 踊 水 的 C 端 插入 细 
菌 细 胞 膜 中 的 疏水 区 域 , 随 着 天 盘 素 分 子 在 细菌 细 
胞 膜 上 的 集聚 , 使 得 膜 外 正 电 荷 增 多 , 两 侧 膜 电位 升 
高 ,最 终 改 变 了 细胞 膜 的 构象 ,多 个 天 得 素 分 子 聚 合 
在 细菌 细胞 膜 上 形成 离子 通道 , 造成 细菌 细胞 内 物 
质 泄漏 和 细菌 死亡 CMarchini et al., 1993; Saberwal 
and Nagara，1994; Lockey and Ourth，1996 )。 Lockey 
和 OurthC1996) 通 过 电镜 直接 观察 到 抗菌 肽 在 细胞 
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膜 上 造成 的 孔道 ,为 电势 依赖 通道 的 形成 提供 了 直 
接 证 据 。 

新 疆 阿 可 苏 、 和 田 、 吐 鲁 番 等 地 区 有 着 悠久 的 养 
得 历史 ,在 长 期 的 生产 实践 中 ,培育 出 一 些 具 有 较 强 
抗 病 能 力 的 品种 。 本 研究 从 新疆 阿 可 苏 地 区 蛋 种 场 
培育 的 新 蛋 三 号 熏 的 3 龄 幼虫 中 获得 家 和 看 天 鼻 素 的 
cDNA 分 子 , 将 该 片段 克隆 入 pMD18-T 载体 中 进行 
测序 和 序列 分 析 , 随后 将 天 胡 素 与 谷 胶 甘 肽 转移 酶 
《GST) 基 因 融 合 表 达 , 并 检测 表达 产物 的 抗菌 活性 ， 
为 天 和 蛋 素 抗菌 活性 的 研究 以 及 天 看 素 的 大 量 获得 黄 
定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 试 虫 : 家 檀 奋 种 购 自 新 疆 阿 可 苏 地 区 奉 种 


场 ,品种 为 新 重 三 号 ,其 父 本 为 79$。 华 新 , 母 本 为 
261* 浑 玉 。 
1.1.2 载体 及 菌 种 :pMD18-T 克隆 载体 购 自 大 连 
宝生 物 工程 公司 ,原核 表达 载体 质粒 pGEX-4T-1 由 
美国 伊利 话 伊 斯 大 学 医学 院 何 斌 博士 惠 赠 , 大 肠 杆 
菌 DH5a、BL21 为 本 实验 室 保 存 。 
1.1.3 工具 酶 及 试剂 盒 : Taq 酶 , BamH 了、Sal 工 、 
EcoRV、Pst [和 EcoRT 限制 性 内 切 酶 , X-gal; IPTC， 
dNTP, Catrimox-14” RNA 提取 试剂 盒 Ver.2.11, PCR 
片段 回收 试剂 盒 , DNA 连接 酶 试剂 盒 Ver.2, TaKaRa 
RNA PCR 试剂 盒 (AMV), 测序 引物 , DNA 分 子 量 标 
准 均 购 自 大 连 宝 生物 工程 公司 ; 蛋白 质 分 子 量 标准 
购 自 华 美 生 物 工程 公司 ;测序 试剂 盒 购 自 美国 PE 
(Perkin elmer) 公 司 。 
1.1.4 引物 的 设计 与 合成 : 根据 GenBank 中 发 表 的 
天 得 素 cDNA 序列 ,利用 美国 PE 公司 Primer Express 
软件 设计 器 天 熏 素 cDNA 整个 阅读 框 的 一 对 引物 。 
引物 1 的 序列 ;5'-CAATGAATTTCGCAAAGATCC -3'; 引 
物 2 的 序列 : 5'-CGTTTATCACTAAGAAACTTTGGC -3'。 
引物 由 他 KaRa Biotechnology 《Dalian) 公 司 合成 。 
1.2 家 大 总 RNA 的 提取 

重 种 按 文献 孵育 , 将 家 笨 饲 养 到 3 龄 时 ,用 大 肠 
杆菌 DH5a 进行 饲 喂 及 体腔 注射 ,诱导 家 和 三 抗菌 肽 
表达 ,诱导 48 bh 后 , 答 体 去 皮 , 取 其 余 组 织 及 血 淋 巴 
于 Eppendorf 管 中 。 总 RNA 的 提取 参照 TaKaRa RNA 
提取 试剂 盒 进行 , 提取 的 RNA 进行 变性 琼脂 糖 凝 胶 
电泳 。 
1.3 ”RT-PCR 反应 

















参照 TaKaRa RNA PCR 试剂 盒 说 明 书 进行 , 反 
转录 用 天 重 素 特异 性 的 下 游 引 物 天 重 素 引物 2, 反 
应 条 件 : 42%C 30 min，99% 5 min，S% 5 min。PCR 
反应 用 天 得 素 特异 性 引物 1 和 引物 2, 扩 增 参 数 ， 
94°C 5 min;94C 30 s,55C 30 s,72°C 1.5 min, 35 个 
循环 :72% 7 min。 反 应 产物 进行 琼脂 糖 凝 胺 电泳 检 
测 。 

1.4 天 等 素 cDNA 的 克隆 

PCR 产物 切 胶 回收 ,回收 的 天 和 三 素 cDNA 片段 
与 pMD18-T 载体 在 T4 DNA 连接 酶 作用 下 16% 过 
夜 。 连 接 产物 转化 感受 态 细胞 ,感受 态 的 制备 及 转 
化 参照 Sambrook 等 (1989 ) 方 法 。 采 用 者 沸 裂 解法 进 
行 质粒 的 提取 ,提取 的 质粒 用 PT 和 FeoR 工 双 酶 
切 , 反 应 结束 后 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 沪 , 酶 切 及 电 沪 均 
参照 Sambrook 等 (1989) 方 法 。 

1.5 天 等 素 cDNA 的 序列 测定 及 序列 分 析 

将 鉴定 正确 的 pMD18-T/ 天 看 素 重 组 质粒 精制 
提纯 ,在 377 全 目 动 测序 仪 上 用 BcaBEST primer RV- 
M 和 BcaBEST primer M13-47 对 天 得 素 cDNA 进行 双 
向 DNA 序列 测定 。 用 PE 公司 SeqEd V1.0.3 软件 对 
序列 进行 分 析 。 

1.6 原核 表达 载体 的 构建 及 鉴定 

用 BamH [ 、Sal 工 酶 切 八 定 正 确 的 pMD18-T/ 
天 和 蛋 素 重组 质粒 , 酶 切 产 物 进 行 琼脂 糖 凝 胶 电 汶 , 用 
PCR 片段 回收 试剂 盒 回 收 小 片段 即 天 盘 素 cDNA 片 
段 。 用 BamHI、sal 工 酶 切 pGEX-4T-1; 线 性 化 的 载 
体 片 段 与 回收 的 天 和 三 素 cDNA 片段 在 T4 DNA 连接 
酶 作用 下 16% 过 夜 ,连接 产物 转化 DHSa 感受 态 细 
胞 。 挑 取 转 化 菌落 增 菌 培养 , 者 沸 裂解 法 提取 质粒 
后 用 BuamHTI 、sSaz 工 酶 切 鉴 定 。 

1.7 融合 蛋白 的 诱导 表达 

将 鉴定 正确 的 天 胡 素 原核 表达 质粒 转化 到 大 肠 
杆菌 BL21 感受 态 细胞 中 , 挑 取 新 鲜 的 单 菌 落 在 含 氨 
共 的 LB 培养 基 中 振荡 培养 过 夜 。 次 日 取 过 夜 培养 
物 , 按 1% 体积 接种 到 新 的 LB 培养 基 中 , 剧烈 振荡 
培养 3 bh 后 ,向 培养 菌 中 加 入 IPTG, 使 其 终 浓 度 达 到 
0.3 mol/L，37 亿 振荡 培养 3 h 后 离心 收集 细胞 。 同 
时 设 BL21 空白 菌 对 照 和 天 和 奉 素 原核 表达 质粒 转化 
菌 未 诱导 对 照 。 

1.8 SDS-PAGE 检测 原核 表达 产物 

用 磷酸 缓冲 盐 溶 液 重 悬 沉 淀 的 细胞 , 液 氮 反复 
冻 融 8 次 ,每 次 30 min, 向 悬 序 液 中 加 入 Triton X-100 
使 其 终 浓度 达到 1% , 混 匀 后 室温 放置 10 min, 45C 
10 000xg 离心 10 min, 将 上 清 移 入 另外 一 只 离心 管 
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中 ,进行 SDS-PAGE 检测 。 


1.9 抑 菌 实验 
取 含 有 pGEX-4T-1/ 天 看 素 、pGEX-4T-1 质粒 的 
BL21 转化 菌 及 BL21 空白 菌 接种 LB,37% 振 摇 培养 


80 min 后 ,加 IPTG 诱导 后 ,每 隔 30 min 取 菌 液 测 其 
OD 值 并 记录 数据 ,并 设 含 有 pGEX-4T-1/ 天 乔 素 质粒 
的 BL21 转化 菌 未 诱导 对 照 。 


2 结果 


2.1 天 乔 素 cDNA 部 分 序列 的 克隆 和 测定 

以 提取 的 家 蚕 总 RNA 为 模板 ,通过 RT-PCR 的 
方法 扩 增 天 看 素 cDNA 片段 ,RT-PCR 产物 经 1% 琼 

脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 ,可 见 的 电泳 条 带 ， 与 我 们 预计 的 

347 bp 一 致 。 回 收 RT-PCR 产物 ,并 与 克隆 载体 
pMD18-T 连接 ,构建 了 重组 质粒 pMD18-T/ 天 蛋 素 。 
重组 质粒 用 BamH I] Sa 工 酶 切 , 切 出 约 374 bp 的 
DNA 片段 ,与 预计 大 小 相同 。 对 2 个 pPMD18-T/ 天 香 
素 重 组 质粒 分 别 用 BcaBEST primer RV-M 和 BcaBEST 
primer M13-47 进行 双向 测序 ,测序 结果 表明 克隆 的 
DNA 均 为 天 看 素 cDNA ,测定 序列 区 间 包 含 了 天 看 
素 完整 读 码 框架 ,用 PE 公司 SeqEd V1.0.3 软件 对 
序列 进行 分 析 表 明 ,我 们 克隆 的 天 看 素 cDNA 所 编 
码 的 蛋白 氨基 酸 序 列 与 已 报道 的 家 乔 天 蛋 素 序列 相 
似 。 

甲醛 变性 电泳 ,有 两 条 
应 18S 和 28S 。 
2.2 天 重 素 原核 表达 载体 的 构建 及 鉴定 

将 回收 得 到 的 天 看 素 cDNA 片段 克隆 人 pGEX- 
4T-1 载体 , 选 出 较 pGEX-4T-1 大 的 克隆 质粒 ,用 
BamH 1 、Sal 工 酶 切 鉴定 , 切 出 约 400 bp 的 DNA 片 
段 ,与 预计 大 小 相同 (图 1) ,命名 该 质粒 为 pGEX-4T- 
1/ 天 看 素 。 
2.3 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 检测 

转化 pGEX-4T-1/ 天 看 素 重 组 质粒 的 BL21 菌 经 
IPTG 诱导 表达 ,表达 菌 处 理 后 进行 SDS-PAGE 检测 ， 
结果 表明 ,含有 pCGEX-4T-1/ 天 乔 素 重组 质粒 的 BL21 
菌 经 IPTG 诱导 , 菌 体 裂解 物 增加 了 一 条 约 33.8 kD 
的 蛋白 电泳 条 带 ( 图 2) ,与 预计 的 和 蛋白质 分 子 量 相 
符 。 
2.4 抑 菌 实验 

抑 菌 实 验 结 果 表 明 , 经 IPTG 诱导 30 min 后 ， 
pGEX-4T-1/ 天 看 素 转化 后 的 大 肠 杆菌 生长 明显 受到 


明显 的 电泳 条 带 ,分 别 对 


抑制 , 当 诱 导 210 min 后 ,大 肠 杆菌 数量 又 开始 增 
加 ,逐渐 恢复 至 正常 水 平 。 而 pGEX-4T-1/ 天 看 素 转 
化 后 未 经 诱导 、pGEX-4T-1 转化 后 诱导 的 大 肠 杆 菌 
以 及 未 转化 质粒 的 大 肠 杆菌 均 呈 正常 生长 曲线 (图 
3)。 






二 4 2000bp 
1 000 bp 


图 1 重组 质粒 pGEX-4T-1/ 天 看 素 的 酶 切 分 析 
Fig. 1 Identification of the recombinant 
plasmid pGEX-4T-1/cecropin 
1. DNA 分 子 量 标准 (DL2000 marker); 2,3. BamHI 和 Sal 工 双 酶 
切 pGEX-4T-1/ 天 蛋 素 的 结果 (Digested pGEX-4T-l/cecropin by BamH 
I and Sal 工 ). 
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图 2 pGEX-4T-1/ 天 番 素 转化 大 肠 杆 菌 
BL21 诱导 表达 结果 

Fig. 2 SDS-PAGE of fusion protein 
1. pGEX-4T-1 转化 BL21 诱导 表达 结果 (Protein of E. 
coli BL21 contained pGEX-4T-1 induced by IPTG); 
2. pGEX-4T-1/ 天 看 素 转 化 BL21 未 诱导 结果 (Protein of 
E.coli BL21 contained pGEX-4T-1/cecropin) ; 
3,4,5. pGEX-4T-1/ 天 蛋 素 转化 BL21 诱导 表达 结果 
(Protein of E. coli BL21 contained pGEX-4T-1/cecropin 
induced by IPTG); 6. 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein 


marker) . 
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图 3 IPTG 诱导 后 工程 菌 生长 曲线 
Fig. 3 The growth curve of engineering bacteria of cecropin B mutant after IPTC induction 
BL21: IPTG 诱导 BL21( BL21 induced by IPTG); pGEX-4T-1: IPTG 诱导 质粒 pGEX-4TICpGEX-4TIT induced by IPTG); GST- 
Cecropin 21: 未 诱导 样品 (Sample not induced by IPTG); GST-Cecropin 22: IPTG 诱导 样品 (Sample induced by IPTG); GST-Cecropin 
41: 未 诱导 样品 (Sample not induced by IPTG); GST-Cecropin 42: IPTG 诱导 样品 (Sample induced by IPTG ) . 


3 讨论 


昆虫 抗菌 肽 是 昆虫 防御 体系 的 重要 组 成 成 分 ， 
是 昆虫 感染 细菌 后 由 昆虫 血细胞 及 脂肪 细胞 在 瞬时 
分 泌 的 最 重要 的 抗菌 物质 。 其 抗菌 谱 广 , 而 对 机 体 
正常 细胞 并 无 杀伤 作用 , 抗菌 肽 无 致 畸变 作用 ,无 蓄 
积 毒性 ,不 易 产生 抗 药性 。 因 此 , 抗菌 肽 在 医学 和 农 
业 上 均 有 广泛 的 应 用 前 景 。 但 是 ,抗菌 肽 要 成 为 药 
物 还 需要 解决 一 系列 问题 , 首先 是 来 源 问题 ,由 于 昆 
虫 抗菌 肽 的 天 然 资 源 有 限 , 化 学 合成 和 基因 工程 便 
成 为 获取 抗菌 肽 的 主要 手段 。 

本 研究 从 新 疆 阿 可 苏 地 区 短 种 场 培育 的 新 三 三 
号 得 的 3 龄 幼虫 中 获得 家 香 天 重 素 的 cDNA 分 子 ， 
对 天 得 素 cDNA 正 反 两 个 方 回 测序 及 基因 序列 分 
析 , 结果 表明 ,其 所 编码 的 蛋白 氨基 酸 序 列 与 己 报 道 
的 家 看 天 得 素 B 序 列 同 源 性 达到 了 98 针 。 

抗菌 肽 基因 是 一 种 典型 的 真 核 基因 ,其 蛋白 是 
以 前 体 的 形式 转录 , 在 成 熟 蛋白 前 有 一 段 信号 肽 和 
一 段 2~ 35 个 氨基 酸 残 基 的 前 导 肽 。 有 学 者 对 已 报 
道 的 鳞 志 目 昆虫 天 重 素 氮 基 酸 序列 进行 分 析 , 结果 
表明 , 鳝 示 目 昆虫 天 得 素 有 24 ~ 26 个 前 导 序 列 ,并 
均 以 MNF 起 始 , 以 有 晴 氨 酸 结尾 。 按 此 推导 ,我 们 从 
新 疆 家 重 中 获得 的 天 重 素 cDNA 所 编码 天 盘 素 蛋白 
前 体 有 63 个 氨基 酸 , 其 中 成 熟 重 白 为 37 个 氨基 酸 ， 
前 导 肽 为 26 个 氨基 酸 , 与 以 前 报道 过 的 天 答 素 在 碱 
基 序 列 和 毛 基 酸 组 成 上 均 有 差异 ,表明 新 得 三 号 品 


种 具有 了 独特 的 抗菌 活性 物质 。 

取 pGEX-4T-1 天 看 素 .pGEX-4T-1 转化 BL21 的 
菌 及 BL21 空白 菌 接种 LB 培养 基 ,37% 振 荡 培 养 80 
min 后 加 IPTG 诱导 , pGEX-4T-1/ 天 盘 素 转化 菌 诱导 
后 300 min 内 较 未 诱导 菌 、pGEX-4T-1 转化 菌 及 BL21 
空白 菌 浓度 明显 低 , pGEX-4T-1/ 天 答 素 转化 菌 生长 
受到 抑制 ,并 持续 160 min, 随后 菌 数 开始 逐渐 增多 ， 
说 明 IPTG 诱导 后 , pGEX-4T-1/ 天 和 蛋 素 转化 菌 迅速 产 
生 天 重 素 并 抑制 了 宿主 菌 的 生长 ,这 种 抑制 作用 可 
以 持续 160 min, 随 着 IPTG 的 消耗 ,导致 天 鼻 素 表达 
减少 ,天 重 素 也 在 不 断 的 消耗 ,培养 基 中 的 细菌 又 逐 

以 上 抑 菌 实验 也 表明 ,天 看 素 和 谷 胱 甘 有 转移 
酶 在 原核 细胞 中 能 够 融合 表达 , 表达 产物 约 33.8 
kD, 并 具有 抑制 甚至 杀 死 细菌 的 活性 , 因 其 表达 过 
程 中 分 泌 抗 菌 活性 产物 抑制 了 工程 菌 的 生长 ,从 而 
限制 了 其 表达 量 。 为 了 获取 大 量 天 得 素 , 我们 下 一 
步 考虑 采用 真 核 表 达 系 统 进 行 表 达 , 因为 天 重 素 对 
真 核 细胞 没有 抑 杀 作用 ,在 真 核 细胞 中 表达 还 能 将 
天 得 素 前 导 肽 正确 切除 , 以 获得 抗菌 活性 更 强 的 基 
因 工 程 产 物 天 盘 素 。 
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